Diversity of porcine rotavirus genotypes in São Paulo State, Brazil by GREGORI, Fábio et al.
707
Pesq. Vet. Bras. 29(9):707-712, setembro 2009
RESUMO.- Rotavírus é uma das causas mais comuns de
diarréia tanto em humanos quanto em diferentes espéci-
es animais. Foi conduzido um estudo transversal a partir
de 144 amostras fecais diarréicas colhidas de leitões, pro-
venientes de 16 criações comerciais distribuídas por 10
municípios do Estado de São Paulo, Brasil, com o objeti-
vo de se detectar a ocorrência de rotavírus e realizar sua
caracterização molecular quanto seus genotipos G e P.
Um total de 43 amostras (29,86%) foram positivas para
rotavírus por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(PAGE) e ELISA, num esquema de triagem em paralelo.
A caracterização mediante reações do tipo nested-
multiplex RT-PCR demonstrou que, isoladamente, o
genotipo P[6] foi o mais frequente, detectado em 25,58%
das amostras, seguido pelo P[1] (11,63%) e P[7] (9,3%).
Infecções concomitantes de genotipos P[6]+P[7] (9,3%),
P[1]+P[6] (4,65%), P[1]+P[6]+P[7] (2,33%) foram também
observadas. Analogamente, o genotipo G[5] foi detecta-
do em 30,23% das amostras, seguido pelo G[10] (20,93%)
e G[6] (4,65%) e G[5]+G[10] (18,6%). O genotipo G[5]P[6]
foi o mais frequente (11,63%), porém outras combinações
e amostras não tipificáveis também foram observadas.
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Rotavirus is one the most common causes of diarrhea both in humans and different
animal species. It was carried out a transversal study with 144 diarrheic fecal samples of
piglets, from 16 commercial swine-producing units distributed among 10 municipalities
of São Paulo State, Brazil, aiming at the detection of rotavirus occurrence and its molecular
characterization according to G and P genotypes. A total of 43 samples (29.86%) were
positive for rotavirus by Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) and ELISA, in a
parallel screening scheme. The nested-multiplex RT-PCR characterization revealed that,
separately, the P[6] genotype was the most frequent, detected in 25.58% of the samples,
followed by P[1] (11.63%) and P[7] (9.3%). Concomitant infection of the genotypes
P[6]+P[7] (9.3%), P[1]+P[6] (4.65%), P[1]+P[6]+P[7] (2.33%) were also found. Similarly,
the G[5] genotype was detected on 30.23% of the samples, followed by G[10] (20.93%),
G[6] (4.65%) and  G[5]+G[10] (18.6%). The genotype G[5]P[6] was the most frequent
(11.63%), but other combinations and untypeable samples were also observed.
Considering the diversity porcine rotavirus found in the surveyed population, specific
prophylactic measures should take in charge, for its effectiveness, the cross-protection
degree between the genotypes present on vaccine formulations and those that really
circulates on a region.
INDEX TERMS: Rotavirus, diarrhea, genotypes, porcine, Brazil.
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Considerando-se a diversidade de rotavírus suínos en-
contrada na população estudada, medidas profiláticas
específicas devem levar em conta, para sua efetividade,
o grau de proteção cruzada entre os genotipos presentes
nas formulações vacinais e aqueles que realmente são
circulantes numa região.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Rotavírus, diarréia, genotipos,
suinos, Brasil.
INTRODUÇÃO
Os rotavírus são um dos principais agentes virais respon-
sáveis pela ocorrência de diarréia em diferentes espécies
animais e da gastroenterite infantil (Saif et al. 1994, Estes
& Kapikian 2007). Em suínos, são responsáveis por gran-
des perdas econômicas, afetando principalmente animais
nas fases de maternidade e creche (Will et al. 1994).
Pertencentes à família Reoviridae, o gênero Rotavirus
apresenta um genoma composto por 11 segmentos de
RNA do tipo dupla-fita, os quais codificam 6 proteínas
estruturais (VP1 a VP4, VP6 e VP7) e 6 não-estruturais
(NSP1 a NSP6). São atualmente classificados sorologi-
camente em 5 diferentes grupos ou espécies (A-E) com
duas outras possíveis adicionais (F-G), tendo como base
a proteína VP6 (Fauquet et al. 2005), sendo os do grupo
A os mais prevalentes tanto em humanos quanto em ani-
mais (Estes & Kapikian 2007).
Adicionalmente, os rotavírus do grupo A subdividem-
se em sorotipos ou genotipos denominados G e P de acor-
do com as características antigênicas ou genéticas apre-
sentadas, respectivamente, pelas proteínas VP7 e VP4
(Dennehy 2008). Estas proteínas também estão envolvi-
das com a indução de anticorpos neutralizantes e imuni-
dade protetora (Estes & Kapikian 2007).
Já foram relatados pelo menos 16 diferentes tipos G e
27 genotipos P de rotavírus (Parra et al. 2008) sendo que
aparentemente há uma predominância de certos genotipos
infectando determinadas espécies hospedeiras (Bányai
2005). Sua diversidade genética está associada a dife-
rentes mecanismos de evolução os quais envolvem mu-
tações pontuais (drifts); reestruturações (shifts, reassort-
ants) ou troca de segmentos de RNA entre amostras; e
rearranjos (rearrangements), que consistem em duplica-
ções e deleções de sequência nucleotídica dentro de um
segmento genômico (Taniguchi & Urasawa 1995).
A caracterização das amostras circulantes é essenci-
al para o desenvolvimento e utilização de vacinas para
rotavírus, já que neste último caso a pressão de seleção
exercida pela imunidade vacinal pode levar a emergência
de novas amostras (Dennehy 2008).
O potencial zoonótico ou mesmo de transmissão
interespécies dos rotavírus já foi descrito em diversos
estudos (Cook et al. 2004, Steyer et al. 2008), e particu-
larmente os suínos e bovinos são considerados como
importantes reservatórios para a diversidade de amos-
tras humanas (Martella et al. 2007).  Nesse sentido,
Mascarenhas et al. (2007) consideram uma vigilância si-
multânea e sequenciamento dos genes de humanos e
animais como essenciais para uma melhor compreensão
das relações entre amostras que circulam numa mesma
região.
O objetivo deste trabalho foi obter a frequência de ocor-
rência de rotavírus a partir de diferentes criações comer-
ciais de suínos presentes em 10 municípios do Estado de
São Paulo, Brasil, e caracterizar as amostras positivas
quanto aos seus genotipos G e P mediante reações de
RT-PCR (transcição reversa - reação em cadeia pela po-
limerase).
MATERIAL E MÉTODOS
Um estudo de ocorrência transversal foi conduzido a partir de
144 amostras de fezes de leitões com quadro clínico de diarréia,
colhidas em 1999-2001, em 16 granjas comerciais localizadas
em 10 municípios do Estado de São Paulo, Brasil,
compreendendo as cidades de Bragança Paulista, Campinas,
Capivari, Ibiúna, Itaberá, Itú, Pedra Bela, Piedade, Mogi das
Cruzes e São José dos Campos.
Foram realizadas suspensões a 20% das amostras em
tampão TRIS-HCl 0,1 M pH 7,3 e clarificadas a 12.000g/30
minutos a 4ºC, sendo o sobrenadante armazenado a -80ºC até
a análise.
Todas as amostras fecais foram triadas em paralelo quanto
a presença de rotavírus utilizando-se os testes de Eletroforese
em Gel de Poliacrilamida (PAGE) (Herring et al. 1982) e Elisa
direto policlonal tipo duplo-sanduíche (Gregori et al. 2000),
sendo posteriormente calculados os valores de sensibilidade e
especificidade relativas, e valor Kappa (Martin et al. 1987).
A extração de RNA total foi realizada utilizando-se o reagente
TRIzol (Invitrogen™) a partir de suspensões fecais clarificadas
e de acordo com as instruções do fabricante.
Para a reação de transcrição reversa (síntese de cDNA)
foram inicialmente misturados 5,6 μL das amostras de RNA
extraído com 1,4μL DMSO, desnaturados a 97ºC por 5 minutos
e mantidos em gelo. Estes foram então adicionados à solução
composta por 1x First Strand Buffer (Invitrogen™), 1 mM de
cada dNTP, 10mM DTT, 1 pmol/μL de cada iniciador [Con2 e
Con3, para a genotipagem P (Gouvea et al. 1994b); Beg9, End9,
End9UK e End9CRW8, para a genotipagem G (Gouvea et al.
1994a)] e 200 U M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen™)
para um volume final de reação de 20μL, mantidos a 42°C por
1 hora.
A seguir, 5 μL do DNAc foi adicionado à solução de PCR
composta por 1x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de cada
dNTP, 0,5 pmol/μL de cada iniciador [Con2 e Con3, para a
genotipagem P (Gouvea et al. 1994b); Beg9, End9, End9UK e
End9CRW8, para a genotipagem G (Gouvea et al. 1994a)],
1,5mM de MgCl2, 1,25 U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen™),
água ultra-pura q.s.p. 50μL e submetidos a 30 ciclos de 94°C/1
minuto, 42°C/2 minutos, 72°C/1minuto, seguido de 72°C/10
minutos para extensão final.
A segunda amplificação (multiplex semi-nested PCR)
consistiu em adicionar 5μL de DNA amplificado na etapa anterior
à solução composta por 1x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM
de cada dNTP, 0,5pmol/μL de cada iniciador [Con2, pUK,
pNCDV, pGOTT, pB223 e pOSU para a genotipagem P (Gouvea
et al. 1994b); sBeg9, FT5, ET10, DT6, BT11 e HT8 para
genotipagem G (Gouvea et al. 1994a)], 1,5mM de MgCl2, 1,25
U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen™), água q.s.p. 50μL, e
submetidos a 25 ciclos de 94°C/1 minuto, 55°C/2 minutos, 72°C/
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1 minuto, seguindo-se um passo final de 72°C/10 minutos para
extensão final.
Em seguida, 10μL dos produtos oriundos da 2ª amplificação
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(p/v) em tampão Tris-borato 0,045 M; EDTA 0,001 M; pH 8,0,
fazendo-se corar o gel em banho de água com 0,5μg/mL de
brometo de etídio por 10 minutos.  Cada uma das etapas da
reação de genotipagem (extração, transcrição reversa, PCR e
eletroforese) foi conduzida em salas separadas, utilizando como
controle positivo a amostra NCDV de rotavírus e água ultra-
pura como controle negativo.
RESULTADOS
Dentre as 144 amostras fecais testadas, obtiveram-se 24
(16,66%) amostras positivas para rotavírus por PAGE e
39 (27,08%) amostras positivas por ELISA, totalizando
43 amostras triadas (29,86%). Destas, 20 amostras fo-
ram positivas em ambas as provas, tendo sido detectada
a presença do agente em todos os municípios amostrados.
Tomando como referência a prova de PAGE, obteve-se
uma sensibilidade relativa do teste de ELISA de 83,33%,
especificidade relativa de 84,16%, e valor Kappa de 0,54.
Os resultados da caracterização genotípica das amos-
tras mediante o emprego da reação de multiplex semi-
nested RT-PCR constam no Quadro 1.
amostras das 43 testadas. Foram detectadas as seguin-
tes combinações de genotipos P dentre as 43 amostras
testadas: P[1]+P[6], em 2 amostras (4,65%); P[6]+P[7],
em 4 amostras (9,3%); e P[1]+P[6]+P[7] em 1 amostra
(2,33%). Em 16 amostras (37,21%) não foram definidos
os genotipos P.
Isoladamente, o genotipo P[6] foi o mais frequente,
detectado em 25,58% (11/43) das amostras, seguido pelo
P[1] (11,63%=5/43) e P[7] (9,3%=4/43). Infecções con-
juntas de genotipos P[6]+P[7] (9,3%), P[1]+P[6] (4,65%),
P[1]+P[6]+P[7] (2,33%) foram também observadas.
A combinação mais frequente foi G[5]P[6], presente
em 11,63% (5/43) das amostras fecais. Em 5 amostras
(11,63%) não foi possível a caracterização em quaisquer
genotipos, sendo 2 delas PAGE positivas e ELISA nega-
tivas; 1 PAGE e ELISA positiva; e 2 PAGE negativas e
ELISA positivas para rotavírus.
DISCUSSÃO
Considerando-se que todos os 10 municípios envolvidos
neste estudo apresentaram pelo menos uma propriedade
com amostra positiva para rotavírus através das provas
de ELISA e/ou PAGE, aliada a uma frequência de ocor-
rência de 29,86%, podemos sugerir uma disseminação
relativamente ampla dos rotavírus nas criações suínas do
Estado de São Paulo. Estes achados corroboram os de
San Juan et al. (1986), Gatti et al. (1989), Alfieri et al.
(1994), Rácz et al. (2000), Barreiros et al. (2003), que tam-
bém demonstraram a ocorrência dos rotavírus nesta mes-
ma espécie animal em diferentes regiões do Brasil.
Com relação à concordância entre PAGE e ELISA,
obteve-se o valor de Kappa de 0,54, o que significa uma
moderada concordância (Martin et al. 1987), fazendo com
que a adoção dos testes em paralelo tenha possibilitado
ganhos discretos de sensibilidade diagnóstica durante a
triagem de material clínico, sendo os resultados posteri-
ormente confirmados, à exceção de 5 amostras nas quais
não puderam ser definidos os genotipos G e P, através
das reações de semi-nested RT-PCR.
Existem diferentes causas que podem levar a uma
indefinição de genotipos mediante a RT-PCR, dentre elas,
a circulação de rotavírus pertencentes aos grupos de
rotavírus não-A; a presença de genotipos G e P não con-
templados pelos iniciadores utilizados nas reações ou
mesmo mutações pontuais nas amostras circulantes que
possam interferir nos seus respectivos sítios de hibridiza-
ção. Nesse sentido, Simmonds et al. (2008) destacam a
importância de uma constante revisão das sequências de
primers empregados para a caracterização de rotavírus.
Também pode ser considerada a perda de viabilidade da
amostra clínica em função do armazenamento, levando a
uma degradação da partícula viral particularmente em fun-
ção de inibidores inespecíficos presentes nas fezes, tal
como sugere Rasool et al. (2002).
Aliás, a não caracterização de amostras de rotavírus
em seus genotipos é um fato relatado por Winiarczyk et
al. (2002), que não obtiveram genotipagem em 3,2% das
Quadro 1. Distribuição de genotipos G e P de rotavírus
mediante o emprego da reação de semi-nested multiplex
RT-PCR a partir de material fecal de suínos criados no
Estado de São Paulo, Brasil
Genotipo G[5] G[6] G[10] G[5]+G[10] G [ND]a Total
P[1] 1 - 2 - 2 5
(2,33%) (4,65%) (4,65%) (11,63%)
P[6] 5 2 1 1 2 11
(11,63%) (4,65%) (2,33%) (2,33%) (4,65%) (25,58%)
P[7] 1 - 1 1 1 4
(2,33%) (2,33%) (2,33%) (2,33%) (9,30%)
P[1]+P[6] - - - 2 - 2
(4,65%) (4,65%)
P[6]+P[7] - - 1 3 - 4
(2,33%) (6,98%) (9,30%)
P[1]+P[6]+P[7] - - - - 1 1
(2,33%) (2,33%)
P[ND]a 6 - 4 1 5 16
(13,95%) (9,30%) (2,33%) (11,63%) (37,21%)
Total 13 2 9 8 11 43
(30,23%) (4,65%) (20,93%) (18,60%) (25,58%) (100 %)
a [ND]= genotipo não definido.
Observou-se a ocorrência de genotipos G[5], G[6] e
G[10], respectivamente em 21 (48,83%), 2 (4,65%) e 17
(39,53%) das 43 amostras testadas. Isoladamente,
genotipo G[5] foi o mais frequente, detectado em 30,23%
(13/43) das amostras, seguido pelo G[10] em 20,93% (9/
43) e G[6] em 4,65% (2/43). Houve apenas a ocorrência
da combinação de genotipos G[5]+G[10] em 8 amostras
(18,6%) enquanto que em 11 amostras (25,58%) não fo-
ram definidos os genotipos G.
Definiu-se a ocorrência dos genotipos P[1], P[6] e P[7],
respectivamente em 8 (18,6%), 18 (41,86%), e 9 (20,93%)
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amostras suínas dos Estados Unidos para G e 12,9% para
P. Analogamente, utilizando amostras oriundas da Polônia,
não foram definidos os genotipos em 45,5% delas para G
e 61,4% para P.  Chan-it et al. (2008) ao submeterem 43
amostras provenientes de criações de suínos na Tailândia
à genotipagem, obtiveram um total de 16,27% de amos-
tras indefinidas quanto ao genotipo G e 18,6% para P. No
presente estudo, totalizaram-se 11 (25,58%) e 16 (37,21%)
das 43 amostras triadas em que não foram obtidas as
caracterizações genotípicas G e P, respectivamente.
Em suínos, os genotipos G3, G4, G5, G11, P[6] e P[7]
são os mais frequentemente detectados, muito embora
existam relatos do encontro de amostras G1, G2-like, G6,
G8, G9, G10, P[13], P[19], P[23], P[26] e P[27] (Khamrin
et al. 2007, Martella et al. 2007, Steyer et al. 2007, Parra
et al. 2008).
O genotipo G[5] (30,23% do total de amostras
genotipadas) foi o de maior ocorrência em infecções sin-
gulares, seguido pelo G[10] (20,93%) e G[6] (4,65%). Em
infecções simultâneas, observou-se somente a associa-
ção G[5]+G[10] (18,6%).  Assim sendo, a predominância
do genotipo G[5] neste trabalho está em concordância com
diversos relatos descritos tanto no Brasil como em outros
países.
Com efeito, Rácz et al. (2000) caracterizaram molecu-
larmente amostras fecais de suínos criados na Região
Sul do Brasil, detectando genotipos comuns a estas cria-
ções, entre eles o G[5], G[3], G[4], bem como G[10] e um
atípico, o G[9], e combinações entre G[4] e G[9] e entre
G[5] e G[10]. Santos et al. (1999) utilizando amostras fecais
de suínos da região sudoeste do Paraná entre março de
1991 e março de 1992, detectaram os genotipos G[1], G[4],
G[5] e G[9]. Ainda neste mesmo Estado, Barreiros et al.
(2003) ao investigarem um surto de diarréia em uma cria-
ção de suínos observaram a ocorrência de rotavírus G[3]
e G[5].
Winiarczyk et al. (2002) detectaram a ocorrência dos
genotipos G[3], G[4], G[5], G[9] e G[10] em amostras fecais
de suínos nos Estados Unidos e G[3], G[4] e G[5] naque-
las oriundas da Polônia, enquanto que Chan-it et al. (2008),
detectaram em 6 diferentes granjas da Tailândia, a ocor-
rência dos genotipos G[3], G[4], G[8] e G[9], sendo que
das 7 amostras negativas à genotipagem, concluíram por
análise de sequências nucleotídicas que tratavam-se de
G[3] e G[5].
Os genotipos G[6] e G[10] são predominantemente
encontrados em bovinos, descritos nesta espécie tanto
no Brasil (Brito et al. 2000, Alfieri et al. 2004) quanto em
outros países (Falcone et al. 1999, Garaicoechea et al.
2006, Howe et al. 2008). Além dos relatos anteriormente
citados quanto ao encontro destes genotipos em suínos,
corroboram os achados de Pongsuwanna et al. (1996) ao
terem detectado na Tailândia o sorotipo bovino G10 e os
de Martella et al. (2001), que na Itália identificaram em
suínos o genotipo G[6]. Torna-se, portanto, necessário o
monitoramento de rebanhos bovino e suíno, bem como
nas populações humanas, de modo a se detectarem situ-
ações de possível infecção cruzada (Martella et al. 2001,
Steyer et al. 2008).
Por exemplo, Santos et al. (1998) detectaram em cri-
anças no Estado do Rio de Janeiro, Brasil, a ocorrência
de genotipos humanos G[1] e G[3], enquanto que 60%
das infecções eram causadas por genotipos incomuns,
entre eles o G[5], G[10] e G[8].
Leite et al. (1996) ao caracterizarem amostras fecais
de crianças em 9 Estados do Brasil e do Distrito Federal,
referentes ao período de 1982 a 1994, observaram a ocor-
rência de amostras atípicas, entre elas a G[5] presentes
nas caracterizações.
Com relação aos genotipos P encontrados houve tam-
bém concordância com aqueles descritos na literatura por
outros autores. O genotipo P[6] (25,58%) foi o de maior
ocorrência em infecções singulares, seguido pelos
genotipo P[1] (11,62%) e P[7] (9,3%). Observaram-se as
associações P[6]+P[7], P[1]+P[6], E P[1]+P[6]+P[7] em
9,3%, 4,65% e 2,32% das amostras, respectivamente.
Ressalta-se, contudo, a participação de genotipo tipica-
mente bovino P[1] nos achados deste trabalho, o que su-
põe, aliada a constatação dos genotipos G, indicações
para possível compartilhamento de amostras entre bovi-
nos e suínos.
Martella et al. (2001) detectaram em suínos, na Itália,
o genotipo P[5], tipicamente bovino. Winiarczyk et al.
(2002), por sua vez, relatam o encontro dos genotipos
P[6] e P[7] tanto em amostras suínas dos Estados Unidos
como da Polônia. Chan-it et al. (2008), na Tailândia, defi-
niram os genotipos P[6], P[7], P[19], além de amostras
não tipificáveis.
Rácz et al. (2000) detectaram os genotipos P[6,Gott] e
P[6,M37] e P[7], tanto isoladamente como em associa-
ção. Leite et al. (1996) detectaram a predominância dos
genotipos P[8] e P[4] em crianças no Brasil, porém sendo
também detectadas os genotipos incomuns como o P[6]
e P[9].
Houve a predominância da ocorrência dos tipos
G[5]P[6] e G[4]P[6], porém foram detectados genotipos
atípicos em suínos e reassortants considerando como
protótipos as amostras suínas OSU (G5P[7]) e Gottfried
(G4P[6]). Recentemente, Steyer et al. (2008) observaram
a predominância na Eslovênia, dezesseis diferentes com-
binações genotípicas, das quais a mais prevalente nesta
espécie animal foi G3P[6], G4P[6] e G5P[7].
CONCLUSÕES
Os resultados demonstram a presença no Estado de
São Paulo de genotipos de rotavírus compatíveis com os
mais frequentemente descritos em outros países para a
espécie suína. Entretanto, observou-se também a presen-
ça de genotipos predominantemente bovinos, sugerindo
uma potencial infecção cruzada do vírus, o que torna ne-
cessário um maior detalhamento da sua circulação entre
estas espécies.
Paralelamente, considerando-se a diversidade
genotípica de rotavírus encontrada, medidas profiláticas
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baseadas em vacinas devem levar em conta, para sua
efetividade, o grau de proteção cruzada entre os genotipos
presentes nas formulações vacinais e aqueles de fato cir-
culantes.
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